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Актуальность. Важная роль иммунологических 
факторов в патогенезе эндометриоза позволя-
ет рассматривать их в  качестве диагностиче-
ских и прогностических маркеров заболевания. 
Перспективный подход в диагностике иммуно-
логических нарушений  – неинвазивная кле-
точная диагностическая технология количе-
ственного фазового имиджинга (quantitative 
phase imaging  – QPI), в  основе которой лежат 
принципы лазерной интерферометрии и голо-
графии. Цель  – оценить возможности QPI для 
выявления диагностических критериев уровня 
нарушений в клеточном звене иммунной систе-
мы у  пациенток с  наружным эндометриозом. 
Материал и методы. Проведена количествен-
ная оценка цитотоксического потенциала лим-
фоцитов периферической крови 22  пациенток 
с эндометриоидными кистами яичников (сред-
ний возраст 27,1 ± 3,4  года), 20  больных лейо-
миомой матки (средний возраст 29,3 ± 4,1 года) 
и  20  практически здоровых небеременных 
женщин фертильного возраста (средний воз-
раст 28,7 ± 3,6  года) с  использованием неинва-
зивной технологии количественного фазового 
имиджинга, реализованной на основе модуля 
фазово-интерференционной микроскопии 
отечественного аппаратно-программного 
комплекса «Биони» (ООО «Весттрейд», Россия). 
Результаты. Изучены фазово-интерферен-
ционные портреты нативных лимфоцитов, 
выявлены морфологические и  денситометри-
ческие особенности, характерные для клеток 
с  фенотипом CD4+ и  CD8+. В  популяции цито-
токсических лимфоцитов выделены 2  группы 
клеток, различающихся величинами фазовой 
толщины Hcyt и  площади Scyt примембранной 
области цитоплазмы, содержащей гранулы 
перфорина. Установлено, что в условиях физи-
ологической нормы содержание перфоринпо-
зитивных CD8+ лимфоцитов, реализующих 
цитотоксический (перфориновый) потенциал, 
составляет 37,1 ± 5,15%, у  пациенток с  эндоме-
триозом – 29,8 ± 6,34%, а с лейомиомой матки – 
42,6 ± 5,89%. Обсуждение. Оценка цитотокси-
ческого потенциала лимфоцитов посредством 
количественного определения клеток, содер-
жащих перфориновые гранулы, может служить 
важным диагностическим и  прогностическим 
критерием течения заболевания. Заключение. 
Исследование внутриклеточных структур 
лимфоцитов с  использованием неинвазивной 
и  безреагентной технологии QPI позволяет не 
только детально изучать патогенетические ме-
ханизмы трансформации иммунокомпетентных 
клеток в  условиях развития патологического 
процесса, но и  в перспективе предложить но-
вые подходы к  функциональной диагностике 
состояния иммунной системы на основе полу-
ченных результатов.
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Эффективная организация акушер-ско-гинекологической помощи населе-нию непосредственным образом зави-сит не только от уровня квалификации 
специалистов, применения современных про-
грамм скрининга и рациональных схем лечения, 
но и от внедрения инновационных лечебно-диа-
гностических технологий, которые позволяют оп-
тимизировать процесс обследования пациентов, 
устранить возможные диагностические ошибки, 
снизить показатели гинекологической заболевае-
мости.
К одному из распространенных в  мире ги-
некологических заболеваний у  женщин репро-
дуктивного возраста относят эндометриоз. При 
этом, по мнению специалистов, наиболее часто 
встречающимися формами заболевания вне за-
висимости от возраста, этнической принадлеж-
ности и  социально-экономических условий счи-
таются эндометриоидные поражения тела матки 
и яичников [1, 2]. Современная концепция пато-
генеза эндометриоза представляет его как гене-
тически детерменированное хроническое дис-
гормональное и  иммунозависимое заболевание 
с  признаками автономного роста гетеротопий 
и  нарушением функциональности клеток эндо-
метрия [3–5].
Несмотря на активно проводимые междисци-
плинарные исследования, молекулярные меха-
низмы прогрессирования эндометриоза остаются 
не ясными. Однако наличие местных и  систем-
ных нарушений в  иммунном ответе пациенток 
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является установленным. В  работах отечествен-
ных и зарубежных авторов сообщается об измене-
нии функциональной полноценности клеточных 
элементов иммунитета (макрофагов, моноцитов, 
лимфоцитов), увеличении секреции и  синтеза 
провоспалительных медиаторов, факторов ро-
ста, наличии низкого уровня апоптоза и  повы-
шенной пролиферативной активности клеток 
[6–9]. Важная роль иммунологических факторов 
в патогенезе эндометриоза позволяет рассматри-
вать их в  качестве диагностических и  прогно-
стических маркеров заболевания. С  этой целью 
предлагаются различные показатели, диагности-
ческие методы, новые алгоритмы обследования 
пациенток. Внедрение в  практическое здравоох-
ранение современных компьютерных технологий 
позволяет осуществлять диагностику патологи-
ческого процесса на клеточном и  субклеточном 
уровнях. Перспективным подходом в диагности-
ке целого ряда заболеваний видится неинвазив-
ная клеточная диагностическая технология ко-
личественного фазового имиджинга (quantitative 
phase imaging  – QPI), в  основе которой лежат 
принципы лазерной интерферометрии и  голо-
графии. Технология QPI в течение последних лет 
уже активно используется в практическом здра-
воохранении для исследования тромбоцитарного 
гемостаза при неразвивающейся беременности 
[10, 11], мониторирования морфофункциональ-
ного состояния иммунокомпетентных клеток 
при эндометриозе [12–14] и др. Разработка новых 
технических решений, создание современных ал-
горитмов определения фазы и анализа изображе-
ний открывают новые перспективы применения 
технологии QPI в  акушерско-гинекологической 
практике.
Цель настоящей работы  – оценить возмож-
ности QPI для выявления диагностических кри-
териев уровня нарушений в  клеточном звене 
иммунной системы у пациенток с наружным эн-
дометриозом. 
Материал и методы
Исследованы клетки периферической крови 
42  пациенток, составивших две клинические 
группы: в  1-ю  группу (основную) были включе-
ны 22  пациентки с  эндометриоидными кистами 
яичников в возрасте от 21 до 37 лет (средний воз-
раст 27,1 ± 3,4 года); 2-ю группу (сравнения) соста-
вили 20 больных с лейомиомой матки в возрасте 
от  23 до  42  лет (средний возраст 29,3 ± 4,1  года). 
Всех пациенток привлекали к  обследованию од-
нократно до проведения хирургического лече-
ния. Для определения показателей нормы (группа 
контроля) были изучены клетки периферической 
крови 20  практически здоровых небеременных 
женщин фертильного возраста (от 22 до 37 лет), не 
имевших на момент обследования острых и/или 
хронических гинекологических и  соматических 
заболеваний. Средний возраст в группе контроля 
был 28,7 ± 3,6 года.
Критериями включения в  исследование слу-
жили клинически и  инструментально верифи-
цированный диагноз эндометриоза яичников 
и лейо миомы матки, репродуктивный возраст. 
Критериями исключения были эндометриоз 
других локализаций, наличие сопутствующих 
гинекологических заболеваний, злокачественные 
опухоли органов репродуктивной системы, отказ 
пациентки от участия в исследовании.
Исследования были одобрены локальным эти-
ческим комитетом ФГБОУ ВО «Ставропольский 
государственный медицинский университет» 
Минздрава России (протокол №  38 от 29  мая 
2014  г.) и  проводились с  получением доброволь-
ного и информированного согласия пациенток.
Венозную кровь из кубитальной вены заго-
тавливали в  пробирки вакуумные (VACUETTE) 
13 × 100 мм с наполнителем с К2 ЭДТА. Взвесь мо-
нонуклеаров выделяли стандартным методом на 
градиенте плотности Ficoll-Paque (р = 1,077  г/см3). 
Получение субпопуляций CD4+ и CD8+ лимфоци-
тов из общей фракции мононуклеаров осущест-
вляли методом магнитной сепарации по методике 
производителя (Miltenyi Biotech, Германия). К  су-
спензии мононуклеарных клеток добавляли маг-
нитные частицы, конъюгированные с  анти-CD4 
и анти-CD8 антителами соответственно, и инкуби-
ровали в течение 15 минут при +40 °С. Затем клет-
ки отмывали и осуществляли выделение позитив-
ных фракций с  помощью магнитного сепаратора 
AutoMACS (Miltenyi Biotech, Германия). Чистота 
выделения во всех случаях составляла более 95%.
Исследования клеток проводили в  режиме 
реального времени с  использованием техноло-
гии количественного фазового имиджинга, ре-
ализованной на основе модуля фазово-интер-
ференционной микроскопии отечественного 
аппаратно-программного комплекса «Биони» 
(ООО «Весттрейд», Москва) для клинической 
и  лабораторной диагностики. Оптическая схема 
модуля представляет собой модификацию схемы 
микроинтерферометра Линника с  источником 
света He-Ne-лазером (λ = 633 нм, 1 мВт). Фазовый 
портрет живой функционирующей клетки по-
лучали путем преобразования цифровой матри-
цы распределения фаз полученного сигнала при 
сравнении волнового фронта, прошедшего через 
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клетку, с референтным, отраженным без искаже-
ний от высококачественного зеркала. В соответ-
ствии с  протоколом технологии QPI получали 
2D- и 3D-визуализацию клетки и ее фрагментов. 
Для каждой клеточной субпопуляции оценивали 
комплекс стандартных морфоденситометриче-
ских параметров. Показатель функциональной 
активности ядра (FA) лимфоцитов рассчитывали 
по формуле [15]:
FA = (3 × n3 + 2 × n2 + n1 + 0 × n0) / n,
где FA – функциональная активность ядра; n3 – ко-
личество клеток с PH (фазовая высота) ≤ 1,5 мкм; 
n2 – с PH > 1,5, но ≤ 2 мкм; n1 – с PH > 2, но ≤ 2,5 мкм; 
n0 – с PH > 2,5; n – число клеток в выборке.
Количественную оценку цитотоксического по-
тенциала лимфоцитов выполняли в соответствии 
с  оригинальными алгоритмами определения па-
раметров фазового изображения клеток [16].
Статистический анализ полученных данных 
проводили с  использованием пакета приклад-
ных программ SPSS Statistics 21.0. Стандартная 
обработка выборок включала подсчет значений 
средних арифметических величин, а  также ве-
личины дисперсии и  стандартного отклонения. 
Сравнение показателей по количественным 
признакам осуществляли непараметрическим 
методом с использованием U-критерия Манна – 
Уитни. При сравнении двух групп с нормальным 
характером распределения данных использовали 
t-тест для независимых группировок при условии 
совпадения дисперсий. Для всех видов анализа 
статистически значимыми считали различия при 
р < 0,05.
Результаты
Морфологические особенности, характерные 
для клеток с фенотипом CD4+ и CD8+, выявлены 
при анализе фазово-интерференционных пор-
третов нативных лимфоцитов. На топограммах 
и  3D-реконструкциях хорошо визуализируется 
круглое, овальное или бобовидное ядро с неодно-
родной глыбчатой структурой хроматина (рис. 1). 
Вокруг ядра ободок цитоплазмы, который может 
иметь различную ширину, что позволяет выде-
лить узко- или широкоплазменные лимфоциты. 
В  цитоплазме некоторых широкоплазменных 
лимфоцитов можно определить наличие зерни-
стости.
Средние по популяции морфоденситоме-
трические параметры CD4+ и  CD8+ лимфоци-
тов приведены в  табл. 1. В  контрольной груп-
пе CD4-позитивные клетки имели тенденцию 
к  снижению средних в  популяции значений ди-
аметра, периметра, высоты (фазовой толщины), 
площади и  объема клеток по сравнению с  CD8+ 
лимфоцитами. FAN клеток с  фенотипом CD4+ 
составил 1,88, а с фенотипом CD8+ – практически 
Таблица 1. Морфоденситометрические параметры лимфоцитов с фенотипом CD4+ и CD8+
Группа Параметр, M ± σ
диаметр, 
мкм
периметр, 
мкм
высота, мкм площадь, 
мкм2
объем, мкм3
Контроль
CD4+ 6,42 ± 0,49 18,35 ± 1,41 1,81 ± 0,29 35,98 ± 3,12 22,95 ± 4,78
CD8+ 6,74 ± 0,85 18,93 ± 3,12 1,73 ± 0,31 39,15 ± 6,03 26,91 ± 5,12
Эндометриоидные кисты яичников
CD4+ 6,73 ± 0,92 18,95 ± 2,28 1,64 ± 0,23* 32,64 ± 3,16 24,47 ± 3,12
CD8+ 6,25 ± 0,98 19,42 ± 2,46 1,77 ± 0,15 35,72 ± 4,69 27,11 ± 5,34
Лейомиома матки
CD4+ 6,59 ± 0,78 19,11 ± 2,35 1,78 ± 0,31 37,25 ± 3,41 22,41 ± 3,31
CD8+ 7,15 ± 1,03 20,95 ± 3,04 1,66 ± 0,28 41,3 ± 5,24 28,35 ± 3,46
* p < 0,05 по сравнению с показателями контроля
Рис. 1. Фазово-интерференционные портреты Т-лимфоцитов периферической крови 
(интерференционное поле 20 × 20 мкм): топограммы в псевдоцвете узкоплазменного 
(А) и широкоплазменного (Б) лимфоцитов; 3D-реконструкции узкоплазменного (В) 
и широкоплазменного (Г) лимфоцитов
А Б
ГВ
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на 5,1% больше (1,98). Данный факт может свиде-
тельствовать о несколько более высокой функци-
ональной активности цитотоксических лимфо-
цитов.
Для морфоденситометрических параметров 
CD4+ лимфоцитов периферической крови паци-
енток с  эндометриоидными кистами яичников 
характерна тенденция к незначительному увели-
чению средних в популяции значений диаметра, 
периметра и  площади клеток (p > 0,05). Фазовая 
высота (толщина) снизилась на 9,4%  по отноше-
нию к показателям контрольной группы. В субпо-
пуляции CD8+ лимфоцитов, напротив, диаметр, 
периметр и площадь клеток оказались несколько 
меньше контрольных значений, а  фазовая высо-
та (толщина) и объем имели тенденцию к повы-
шению. FAN клеток с фенотипом CD4+ был 2,03. 
Снижение величины FAN у  CD8+ лимфоцитов 
до 1,91  может свидетельствовать о  подавлении 
функциональной активности цитотоксических 
клеток. 
У пациенток с лейомиомой матки не выявлено 
значимых изменений параметров CD4+ лимфо-
цитов. FAN составил 1,85. В субпопуляции клеток 
с  фенотипом CD8+ зарегистрирована тенденция 
к  увеличению диаметра, периметра и  площади 
(p > 0,05), средние значения фазовой высоты (тол-
щины) клеток были снижены на 7%. FAN CD8+ 
клеток увеличился до 2,08, демонстрируя повы-
шение функциональной активности цитотокси-
ческих лимфоцитов.
Методом интегральных функций оценили 
денситометрические особенности плазменной 
примембранной области CD4+ и  CD8+ лимфо-
цитов. В  качестве информативных параметров 
использовали величины фазовой толщины Hcyt 
и площади Scyt зоны тонкой цитоплазмы, прилега-
ющей к мембране клетки и содержащей гранулы 
(рис. 2).
Гистограмма распределения CD4+ клеток по 
величине Scyt подчиняется нормальному закону 
и  имеет унимодальную симметрическую форму. 
В  гистограмме распределения по величине Hcyt 
при сохранении унимодального характера отме-
чается незначительная правосторонняя асимме-
трия. 
Гистограммы распределения CD8+ лимфоци-
тов по анализируемым показателям, напротив, 
имеют выраженную бимодальность, демонстри-
руя наличие в популяции цитотоксических лим-
фоцитов двух групп клеток, различающихся ве-
личинами Hcyt и площади Scyt.
В табл. 2 приведены средние значения фазо-
вой толщины Hcyt и площади Scyt зоны тонкой ци-
топлазмы цитотоксических лимфоцитов у обсле-
дованных пациенток.
Подсчет процента цитотоксических клеток 
с  наличием гранул показал, что в  контрольной 
группе содержание CD8+ лимфоцитов с наличием 
гранул в примембранной зоне тонкой цитоплазмы 
составило 37,1 ± 5,15%, в группе пациенток с эндо-
метриоидными кистами яичников – 29,8 ± 6,34%, 
а у женщин с лейомиомой матки – 42,6 ± 5,89%.
Таблица 2. Показатели фазовой толщины (Hcyt) и площади (Scyt) зоны тонкой цитоплазмы 
цитотоксических лимфоцитов
Группа Параметр, M ± σ
фазовая толщина, мкм площадь, мкм2
Контроль 0,63 ± 0,08 37,5 ± 7,25
Эндометриоидные кисты яичников 0,54 ± 0,09* 34,9 ± 6,83
Лейомиома матки 0,69 ± 0 40,1 ± 8,12
* p < 0,05 по сравнению с показателями контроля
Рис. 2. Гистограммы распределения CD4+ и CD8+ лимфоцитов периферической крови 
по величинам фазовой толщины (Hcyt) (А, Б) и площади (Scyt) (В, Г) примембранной зоны 
цитоплазмы (M ± σ). В популяции CD8+ клеток выделены две отдельные группы лимфоцитов, 
различающиеся значениями Hcyt (Б) и Scyt (Г)
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Обсуждение
Последние десятилетия ознаменовались значи-
тельным прогрессом в  изучении молекулярной 
биологии клетки. Новые возможности связаны 
с развитием так называемых омиксных техноло-
гий: геномики, протеомики, метаболомики, эпи-
геномики, фармакономики, предназначенных 
для оптимизации профилактики, диагностики 
и лечения пациентов. В проведенном исследова-
нии мы использовали новую диагностическую 
технологию, реализованную на базе когерентной 
интерференционной микроскопии, для неинва-
зивного изучения субклеточных структур имму-
нокомпетентных клеток при эндометриозе.
Полученные нами результаты показали, что 
в  условиях физиологической нормы популяция 
CD4+ лимфоцитов была достаточно однородной 
по анализируемым морфоденситометрическим 
параметрам. Клеток, содержащих гранулы, не 
выявлено. В то же время практически 37% CD8+ 
лимфоцитов были перфоринпозитивными. Эти 
данные полностью согласуются с  результатами 
других исследователей [17–19].
Экзоцитоз перфорина и  гранзимов, содержа-
щихся в  литических цитоплазматических гра-
нулах, выступает одним из основных механиз-
мов реализации лимфоцитами цитотоксической 
способности. В  результате взаимодействия ци-
тотоксического лимфоцита с  клеткой-мишенью 
свободный перфорин встраивается в  мембрану 
клетки-мишени с последующей полимеризацией 
в  присутствии ионов Ca2+ и  образованием мно-
гочисленных трансмембранных пор, приводя-
щих к  осмотическому взрыву и  лизису клетки. 
Гранзимы, проникая через образовавшиеся поры 
внутрь клетки-мишени, активируют эффектор-
ный фермент каспазу-3 и  вызывают деградацию 
ДНК, тем самым завершая необратимое разруше-
ние клетки [17–20].
У женщин с  эндометриозом наблюдаются 
качественные и  количественные изменения ма-
крофагов, подавление функции NK-клеток, сни-
жение цитотоксической активности, наруше-
ние процессов пролиферации и  апоптоза [6, 21]. 
В  ряде исследований выявлена прямая зависи-
мость между уровнем цитотоксичности и  тяже-
стью заболевания [21, 22].
Согласно нашим данным, количество CD8+ 
лимфоцитов с  наличием перфориновых гранул 
при эндометриозе оказалось сниженным, что 
свидетельствует о низком цитотоксическом (пер-
фориновом) потенциале иммунной системы у об-
следованных пациенток и, по-видимому, служит 
объяснением прогрессирующего и  рецидивиру-
ющего характера заболевания. Следовательно, 
оценка цитотоксического потенциала лимфоци-
тов посредством количественного определения 
клеток, содержащих перфориновые гранулы, 
с использованием современной диагностической 
технологии QPI может служить важным диагно-
стическим и  прогностическим критерием тече-
ния заболевания.
Заключение
Установлены и  количественно оценены особен-
ности цитотоксического потенциала лимфоци-
тов периферической крови больных эндометри-
озом: подавление функциональной активности 
CD8-позитивных клеток, снижение уровня лим-
фоцитов, содержащих в цитоплазме перфорино-
вые гранулы.
Исследование внутриклеточных структур 
лимфоцитов с  использованием неинвазивной 
и  безреагентной технологии QPI может по-
зволить не только детально изучать патогене-
тические механизмы трансформации имму-
нокомпетентных клеток в  условиях развития 
патологического процесса, но и  на основе по-
лученных результатов в  перспективе разра-
батывать новые подходы к  функциональной 
диагностике состояния иммунной системы, 
предлагать доступные, информативные и  объ-
ективные биомаркеры для прогноза течения 
и  исхода заболевания, заложить основы прин-
ципиально новой тактики лечения при той или 
иной форме эндометриоза, модулируя цитоток-
сический потенциал иммунной системы паци-
ента. 
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Rationale: An important role of immunological 
factors in the endometriosis pathophysiology 
allows for their consideration as diagnostic and 
prognostic disease markers. A promising approach 
to the diagnosis of immunological abnormali-
ties is based on the non-invasive cell diagnostic 
technology of quantitative phase imaging (QPI), 
with underlying principles of laser interferometry 
and holography. Aim: To assess the QPI potential 
to identify diagnostic criteria for cell immunity 
abnormalities in female patients with external 
endometriosis. Materials and methods: We per-
formed a quantitative assessment of the cytotoxic 
potential of peripheral blood lymphocytes from 
22 patients with endometrioid ovarian cysts (mean 
age, 27.1 ± 3.4 years), 20 patients with uterine leio-
myoma (mean age, 29.3 ± 4.1 years) and 20 health 
non-pregnant women of child-bearing age (mean 
age, 28.7 ± 3.6  years). We used the non-invasive 
QPI technique with the module for phase interfer-
ence microscopy of the Russian hard- and software 
complex Bioni (Westtrade Ltd., Russia). Results: 
We studied phase interference pictures of native 
lymphocytes to identify morphological and densi-
tometry characteristics for CD4+ и CD8+ cells. Two 
groups of cells were identified in the cytotoxic lym-
phocyte population, which differed in their values 
of the phase thickness (Hcyt) and the area of cyto-
plasm adjacent to the membrane and containing 
the perforin granules (Scyt). It was found, that in the 
healthy controls the proportion of perforin-posi-
tive cytotoxic CD8+ lymphocytes was 37.1 ± 5.15%, 
in the patients with endometriosis 29.8 ± 6.34%, 
and in those with uterine leiomyoma 42.6 ± 5.89%. 
Discussion: Assessment of the lymphocyte cyto-
toxic potential by quantitative determination of 
cells containing perforin granules may be an im-
portant diagnostic and prognostic criterion of the 
disease course. Conclusion: Studies of the intra-
cellular structures of lymphocytes by non-invasive 
and non-reagent technology QPI allows not only 
for a  detailed evaluation of pathophysiological 
mechanisms of immune competent cell transfor-
mation in the course of a pathological process, but 
also gives future directions for development of 
new approaches to functional assessment of the 
immune system based on the results obtained. 
Key words: phase interference microscopy, en-
dometrioid ovarian cyst, lymphocyte, cytotoxic 
potential, perforin granules
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